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不同抗旱性柑橘砧木相关生理指标

及基因表达差异分析

杨义伶，黄春辉，辜青青，曲雪艳，刘善军，徐小彪*

( 江西农业大学 农学院，江西 南昌 330045)

摘要: 为分析不同柑橘砧木抗旱特性，以期进行柑橘抗旱资源的开发，以三湖红橘( Sanhuhongju) ( 抗旱) 和酸柚

( Citrus grandis‘sour pummelo’) ( 干旱敏感) 实生苗为材料，进行株高、叶片相对含水量、超氧化物歧化酶

( SOD) 、过氧化氢酶( CAT) 、过氧化物酶( POD) 、丙二醛( MDA) 、脯氨酸、可溶性糖等生理指标及 sod、cat、pod、
pro、lea 等基因表达量差异分析。结果表明，抗旱品种三湖红橘主要通过吸收深层土壤水分以维持水势，且株

高、叶片相对含水量、SOD、CAT、MDA 更适宜作为三湖红橘的抗旱评价指标。sod、cat、pro、lea 基因表达量的变

化与相应生理指标的变化相对应，在适宜生长的干旱条件下表达量下降，受胁迫危害时表达量上升，且相对于

cat，sod 可能为主效基因，但其基因间的具体关系还有待进一步研究。
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An Analysis of Physiological Index of and Gene Expression Differences
in Drought Tolerance of Two Citrus Rootstock Seedlings
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Abstract: The objective of this study is to analyze the drought-resistance characteristics of different Citrus
rootstocks so as to exploit drought-resistance resources of Citrus． Taking seedlings of‘Sanhu red tangerine’
( Sanhuhongju) ( drought resistant) and‘Sour pummelo’( Citrus grandis‘sour pummelo’) ( drought sensi-
tive) as test materials，the discrepancy analysis on the physiological indexes such as plant height，relative wa-
ter content，the activity of superoxide dismutase ( SOD) ，catalase ( CAT) ，peroxydase ( POD) ，the content of
malonaldehyde ( MDA) ，proline，soluble sugar and the gene expression of sod，cat，pod，pro and lea was con-
ducted． The results showed that‘Sanhu red tangerine’，which was the drought resistant variety，mainly pre-
served water potential by absorbing the deeper soil water and it was more suitable to use plant height，relative
water content，SOD，CAT and MDA as its drought － resistance evaluating indexes in‘Sanhu red tangerine’．
The gene expression of sod，cat，pro and lea corresponded with the change of related physiological indexes．
Their expression decreased under appropriate drought condition，but increased under drought stress． And com-
pared with cat，sod might be the principal gene． However，the relation among genes still need further study．
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干旱是农业生产中限制作物生长发育、产量及品质的重要因子［1 － 3］。随着全球气候变暖，干旱已成

为世界农业生产的主要制约因素，其对农业生产造成的损失相当于其他非生物胁迫因子之和［4 － 5］。柑

橘为世界重要的经济水果，也是我国仅次于苹果的第二大水果，在生产中对干旱较为敏感［6］。在国内

柑橘主要分布在我国南面及东南面一带［7 － 8］，这些区域虽年降雨量充足，但因雨量分布不均常出现季节

性干旱，尤其是夏秋高温少雨季节给柑橘生产带来直接的影响。为此，近年来相关研究也开展较多，但

主要集中在丛枝菌根真菌［9 － 10］、外源激素［11］、土壤肥水管理［12］等研究方面，而有关柑橘抗旱砧木的筛

选及其相关抗旱特性的分析目前还鲜见报道。
砧木是果树嫁接栽培的基础，对接穗的园艺及病理学性状有着直接影响［13］。柑橘抗旱砧木的筛选

及相关机制的研究将能从本质上解决季节性干旱给柑橘生产带来的损失。为此，本课题在前期选用了

多种柑橘砧木资源为材料进行柑橘砧木的抗旱性评价，得出江西地方品种三湖红橘抗旱性最强，酸柚最

弱。为了对进一步分析柑橘砧木的抗旱特性，本研究选用了三湖红橘和酸柚为材料进行抗旱期间生理

指标与相关基因表达差异的分析，以期为柑橘抗旱砧木资源的进一步开发利用及相关抗旱机理的研究

提供参考。

1 材料与方法

1． 1 材料与处理

田间试验于 2009 年 3 月—2011 年 9 月在江西农业大学生态园塑料大棚内进行，试材为两年生三湖

红橘( Sanhuhongju) 和酸柚( Citrus grandis‘sour pummelo’) 实生苗，种子采自江西省双金柑橘试验站。
在田间选取生长良好，长势一致的植株移入高 30 cm、口径 28 cm 的营养钵中，每盆种植 1 株，营养基质

配比为 W( 园土) ∶ W( 蛭石) ∶ W( 有机肥) = 4∶ 2∶ 1。树势完全恢复后，开始进行干旱处理，在夏季自然高

温干旱条件，每隔 5 d 对一个处理停止浇水( 其他继续供水) ，分别形成 0，5，10，15 d 干旱胁迫梯度，并

于干旱 15 d 时同时收集叶样，以干旱 0 d 植株为对照( CK) ，每个处理重复 5 次，试验采用单株小区，随

机区组设计。取样时间为 08: 00—10: 00，用冰盒将叶样带回实验室，取部分叶样用于叶片含水量的测

定，其余叶样立即液氮固定，并于 － 80 ℃保存备用。
1． 2 方法

1． 2． 1 生理指标的测定 株高: 田间测量记载法; 叶片相对含水量: 烘干称重法［14］; 丙二醛( MDA) : 硫

代巴比妥酸比色法［14］; 超氧化物歧化酶( SOD) : 氮蓝四唑( NBT) 法［14］; 过氧化物酶( POD) 活性: 愈创木

酚法［15］; 过氧化氢酶( CAT) 活性［14］: 紫外吸收法; 脯氨酸( Pro) 含量: 酸性茚三酮法［16］; 可溶性糖含量:

蒽酮比色法［16］。
1． 2． 2 基因表达量的测定 ( 1) RNA 提取和 cDNA 合成。叶片总 RNA 提取采用 Trigol 试剂盒( 北京鼎

国昌盛生物技术有限责任公司) ; cDNA 合成采用通用型 RT-PCR 试剂盒( 北京鼎国昌盛生物技术有限

责任公司) 。具体操作严格参照产品说明书，RNA 质量和浓度通过琼脂糖凝胶电泳和 OD 值来确定。
( 2) 半定量 RT-PCR 分析。根据 HarvEST Citrus 数据库中已有序列，用 Primer 5． 0 设计特异引物( 表 1)。

表 1 RT-PCR 引物序列

Tab． 1 Primer sequences of RT-PCR

基因

Gene
正向引物序列

Sequence of forward primer
反向引物序列

Sequence of reverse primer

cat 5'CAATCAAGGTTGGAGGAGC 3' 5'TGCCAGGAACCACAATAGC 3'

sod 5'GTGAGCACTGGCAGAGTTTAT 3' 5'CGACGAAATCATTGCTACTTG 3'

p5cs 5'ATTCGGAGTGGAAATGGTCT 3' 5'GCCAAATAAACCGACACCTT 3'

pskr1 5'GGAGCCTTCCCCAGATTTC 3' 5'TCCCAATAGCCATTCCCAC 3'

LEA 5'GACTTTGGCTCCGCACTT 3' 5'CGGTAAGTGGCTGTGCT 3'
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以柑橘 Actin 基因( 上游引物: 5' － GGAGTTCATTGTAGAAGGTG － 3'，下游引物: 5' － GG CGGTGTTC-
CCCAGTAT －3') 为内参，通过半定量 RT-PCR 分析各基因在不同干旱处理下的表达模式。PCR 扩增程

序为: 94 ℃ 5 min; 94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30 ～35 个循环;72 ℃ 10 min。扩增产物经 10 g /L 凝

胶琼脂糖电泳分离，EB 染色拍照。
1． 3 数据分析

实验数据采用 Excel 和 SPSS 18． 0 软件分析。

2 结果与分析

2． 1 干旱期间三湖红橘和酸柚生理指标差异分析

2． 1． 1 干旱对三湖红橘和酸柚叶片含水量及株高的影响 叶片相对含水量为衡量植物抗旱性强弱的

重要指标。图 1 表明随干旱时间延长，三湖红橘和酸柚叶片相对含水量均呈下降趋势，但酸柚下降速率

明显高于三湖红橘，在干旱 5 d 时叶片相对含水量即显著低于对照，干旱 15 d 时含水量仅为对照的 27． 63%。
而三湖红橘在干旱 10 d 时叶片相对含水量仍与对照无显著差异，干旱 15 d 时含水量虽显著低于对照，

但叶片相对含水量仍为对照的 86． 95%。

图 1 干旱期间叶片水分含量变化

Fig． 1 Change of water content in leaf under drought status
图 2 干旱期间株高增长量变化

Fig． 2 Change of stem length increment under drought status

株高为衡量作物抗旱性的农艺性状，从图 2 可以看出，干旱期间三湖红橘株高相对增长量小于酸

柚，但增长率大于酸柚。在干旱 5 d、10 d 时三湖红橘株高增长量显著高于对照，其增长量分别达对照

的 397． 98%和 326． 41%，干旱 15 d 时仍与对照无显著差异。而酸柚的株高在干旱 5 d 时虽有增加，但

也仅为对照的 103． 04%，与对照无显著差异，干旱 10 d、15 d 时显著低于对照，尤其是干旱 15 d 时增长

量仅为对照的 28． 15%。

图 3 干旱期间 SOD 活性变化

Fig． 3 Change of SOD activity under drought status
图 4 干旱期间 CAT 活性变化

Fig． 4 Change of CAT activity under drought status

2． 1． 2 干旱对三湖红橘和酸柚叶片保护酶活性及 MDA 含量的影响 SOD、CAT、POD 为逆境胁迫下维

持植物体内氧自由基平衡的 3 种主要保护酶。图 3 为 SOD 活性变化图，从图 3 可以看出三湖红橘的 SOD
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活性呈先上升后下降的趋势，酸柚呈下降—上升—下降趋势，这表明干旱诱导 SOD 发生了活性变化，但

因品种不同变化的趋势与幅度有所差异，其中酸柚在干旱 5 d 时，SOD 活性有所下降，在干旱 10 d 时活

性最高，为对照的 200． 46%，干旱 15 d 时为对照的 82． 07%。而三湖红橘在干旱 5 d 时 SOD 活性最高，

达对照的 122． 92%，干旱 15 d 时为对照的 102． 69%。由此可推知抗旱性强的植株 SOD 活性的变化幅

度更小，但在干旱后期 SOD 活性值能维持在较高水平。

图 5 干旱期间 POD 活性变化

Fig． 5 Change of POD activity under drought status
图 6 干旱期间 MDA 含量变化

Fig． 6 Change of MDA content under drought status

与 SOD 相似，三湖红橘 CAT 也表现为变化幅度小于酸柚但活性值高于酸柚。由图 4 可知，三湖红

橘在干旱 5 d 时 CAT 活性最高达对照的 130． 45%，干旱 10 d 时活性最低为对照的 66． 13%，酸柚在干

旱 10 d 时 CAT 活性最高为对照的 142． 98%，在干旱 15 d 最低仅为对照的 30． 38%，但从 CAT 和 SOD
活性的整体变幅看，CAT 变化幅度大于 SOD，在三湖红橘干旱 10 d 和酸柚干旱 15 d 时 CAT 活性值均显

著低于对照，这表明 CAT 作为抗旱性评价指标可能更为灵敏。
图 5 为 POD 活性变化图，与 SOD 和 CAT 活性变化不同，酸柚 POD 活性呈先上升后下降趋势，在干

旱 10 d 时活性值最高，为对照的 152． 69%，显著高于对照，但在干旱 15 d 时仅为对照的 27． 01%，显著

低于对照，而三湖红橘在干旱处理期间 POD 活性均与对照无显著性差异，这表明在抗旱过程中 SOD 和

CAT 先于 POD 作用，且根据三者在抗旱过程中的变化可以看出，干旱期间酸柚产生的氧自由基伤害大

于三湖红橘。
MDA 为膜脂过氧化的重要产物，其含量累积的多少表明逆境对植株的伤害程度，从图 6 可以看出，

随干旱胁迫的加重酸柚呈逐渐累积上升的趋势，而三湖红橘则在干旱过程中无明显变化，其可能原因与

三湖红橘叶片含水量、SOD 和 CAT 活性较高，植株体内氧自由基累积较少有关，这也表明 MDA 较适宜

作为抗旱性评价的指标。

图 7 干旱期间脯氨酸含量的变化

Fig． 7 Change of proline content under drought status
图 8 干旱期间可溶性糖含量的变化

Fig． 8 Change of soluble sugar under drought status

2． 1． 3 干旱对三湖红橘和酸柚叶片脯氨酸及可溶性糖含量的影响 脯氨酸和可溶性糖为植物体内两

种重要的渗透调节物质。从图 7 可以看出，脯氨酸含量变化与 MDA 含量变化相似，酸柚随干旱时间延
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A: actin; B: sod 基因; C: cat 基因; D: pod。
A: actin; B: sod gene; C: cat gene; D: pskr ( pod gene) ．

图 9 干旱期间保护酶基因的差异表达

Fig． 9 Different expression of gene about protecting
enzymes under drought status

A: actin; E: P5cs; F: lea 基因。
A: actin; E: P5cs; F: lea gene．

图 10 干旱期间脯氨酸和胚胎晚期发育蛋白基因的差异表达

Fig． 10 Different expression of gene about proline and late embryogenesis
abundant proteins gene under drought status

长脯氨酸含量逐渐累加，干旱 5 d 时即显著高于对照，干旱 15 d 时为对照的 485． 85%，三湖红橘则在干

旱前 10 d 与对照无显著差异，但干旱 15 d 时却显著低于对照，结合株高增长量、CAT 活性的变化分析，

可能原因为适度的干旱有利于作物的生长，干旱 15 d 的土壤湿度较适宜三湖红橘的生长。
图 8 为可溶性糖含量变化图，从图可以看出三湖红橘和酸柚可溶性糖含量均呈先下降后上升趋势，

在干旱 5 d 时下降，之后上升，且均显著高于 5 d，其中酸柚在干旱 10 d、15 d 时可溶性糖分别为对照的

111． 30%、143． 67%，而三湖红橘则为 104． 73%、108． 50%，由此表明可溶性糖含量的增加有利于提高

植物的抗旱性，且在抗旱过程中可溶性糖可能先于脯氨酸作用。
2． 2 干旱期间三湖红橘和酸柚相关基因表达差异分析

2． 2． 1 干旱对三湖红橘和酸柚叶片

保护酶基因表达的影响 植物生理生

化变化是一个复杂的基因调控过程，

图 9 为两种柑橘砧木干旱期间保护酶

基因差异表达图。A 为柑橘 actin 图

谱，从图可以看出两种柑橘砧木各处

理条带亮度差异较小，基本处于同一

水平，表明两种砧木各处理 cDNA 浓

度基本一致。B 和 C 为 sod 和 cat 基

因表达图，图中显示，三湖红橘 sod 和

cat 基因在干旱 5 d 时与对照表达量

无明显差异，在干旱 10 d、15 d 时表

达量下降。酸柚 sod 和 cat 基因在干

旱 5 d 时表达量下降，几乎无条带出

现，干旱 10 d 开始上升，相对于 10 d，

干旱 15 d 酸柚 sod 表达量有所加强，

但 cat 有所下降，且干旱期间 sod 基因

的整体亮度及表达差异较 cat 基因亮

且明显，这表明 SOD 在抗旱过程作用

强于 CAT。从整体变化趋势来看，sod
和 cat 的变化与 SOD 和 CAT 酶活性

的变化有一定的对应性。D 为 pod 基

因表达图，在本实验中未见表达。
2． 2． 2 干旱对三湖红橘和酸柚叶片

渗透调节基因表达的影响 E 和 F 为

lea( 编码 LEA 蛋白) 和 p5cs ( 编码脯

氨酸) 基因，从图可以看出其与 sod 和

cat 基因在表达模式上有一定相似性。
三湖红橘在干旱 10 d、15 d 时表达量下降，酸柚在干旱 5 d 时表达量有所下降，干旱 10 d、15 d 时上升。
且从整体变化趋势看，p5cs 基因的表达变化与脯氨酸含量的变化也有对应关系，三湖红橘在干旱 15 d
时脯氨酸含量下降，p5cs 基因表达量下降，酸柚在干旱后期随胁迫程度加重表达量加强，从而导致了脯

氨酸含量的逐渐累积上升。LEA 蛋白为植物抗逆的另一重要物质，在逆境过程中与脯氨酸有异曲同工

之处，根据 F 图得知，lea 基因表达量的增加有利于加强柑橘砧木的抗逆性，但表达亮度及差异小于 p5cs。

3 小结与讨论

植物对干旱胁迫的响应是一个十分复杂的过程［17］，但主要途径是通过促进根系对深层土壤水分的

吸收和渗透物质等生理指标的调节以维持植株水势。因此，叶片相对含水量为评价植株抗旱性的重要
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指标。通过研究得出干旱胁迫均造成了三湖红橘和酸柚叶片相对含水量的降低，但三湖红橘下降速度

较酸柚慢，表明抗旱性强的植株保水能力强，这与郭颖等研究结果一致［18 － 19］。株高的增长为植株对干

旱适应程度的表现，本研究中酸柚在干旱胁迫下株高增长量大于三湖红橘，但增长率小于三湖红橘，这

表明抗旱性的强弱与植株生长率成正比，与增长量成反比，且适度的干旱有利于作物的生长，但因品种

不同其适宜的范围不同，酸柚可能在干旱 5 d 时较适宜，三湖红橘在 10 ～ 15 d 时较适宜。
与多数学者研究结果相似，干旱胁迫中因氧自由基的积累，均引起 SOD、CAT、POD 等保护酶活性不

同程度的升高［20］。其中三湖红橘和酸柚 SOD 与 CAT 活性的变化相似，均为三湖红橘变幅较小，活性值

却维持在较高水平，但从两者 SOD 和 CAT 的整体变幅看，CAT 变幅大于 SOD，灵敏度更高，这与 DaCos-
ta［21］、高悦等［22］的研究结果具有相似性。POD 在的抗旱作用研究不同有不同的观点，大部分研究表明

POD 具有清除氧自由基的功效［23］，但冯祥云等［24］研究表明 POD 不宜作为抗旱鉴定指标。本研究从酸

柚 POD 的变化得出 POD 在干旱过程中具有提高植物抗旱性的能力，但从三湖红橘的变化可以看出，

SOD 和 CAT 在抗旱中先于 POD 作用，POD 在植物的抗旱中可能更多起着协同补充的作用。MDA、脯氨

酸含量的研究结果表明，酸柚 MDA、脯氨酸含量随干旱胁迫的加重累积上升，但三湖红橘却在干旱过程

无明显变化，其与三湖红橘干旱期间叶片相对含水量、SOD 和 CAT 活性较高，植株体内活性氧积累较少

有关，而这可能也是三湖红橘抗旱性强于酸柚的本质所在。此外，比较可溶性糖含量的变化可以看出干

旱诱导了三湖红橘和酸柚的可溶性糖增加，但酸柚增加量大于三湖红橘。
植物的抗旱性是一个复杂的数量性状，其抗旱作用不仅涉及到多个生理指标的作用，同时也是多基

因共同作用的结果［25 － 26］。本研究表明 sod、cat、p5cs、lea 在三湖红橘干旱 10 d、15 d 及酸柚在干旱 5 d
时表达量下降，结合生理指标分析推出 sod、cat、p5cs、lea 基因在适宜作物生长的干旱条件下，表达下降，

受干旱胁迫时表达量上升，由此得出 sod、cat、p5cs、lea 均为上调表达基因，并印证了三湖红橘抗旱性强

于酸柚的现象。此外，根据 sod 和 p5cs 基因在干旱期间亮度及表达差异大于 cat 和 lea，推出 sod 和 p5cs
相对于 cat 和 lea 作用更强。

综上所述，可以看出三湖红橘在抗旱过程中主要通过吸收深层土壤水分以维持水势，且比较三湖红

橘和酸柚的生理指标可以看出，叶片相对含水量、株高、SOD、CAT 及 MDA 更适宜作为三湖红橘的抗旱

评价指标，且根据基因的表达差异分析可以得知生理指标的变化为基因作用的结果。
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